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論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
本論文は,廃水処理機能を生化学的 ･遺伝子工学的手法の導入によって高度化するための基礎として,
有機ハロゲン化合物の分解 ･資化微生物を土壌から単離し,微生物が有する脱ハロゲン化酵素の特性と反
応機構,並びに酵素精製法について研究したもので,得られた主な成果は次の通りである｡
1.ハロ酸あるいは芳香族有機ハロゲン化合物の分解 ･資化菌を土壌から単離し,デハロゲナ-ゼの蓄積
を確認するとともに,ハロ酸分解菌であるPseudomonassp.YLのデハロゲナ-ゼの基質特異性,耐熱性
などの特性を明らかにした｡
2.PseudomonaSSp.YLのL-CPAデハロゲナ-ゼ遺伝子をクローニングし,その遺伝子を用いて
L-CPAデハロゲナ-ゼの大量発現系を構築するとともに,このデハロゲナ-ゼの耐熱性に基づいて,迅
速な酵素精製法を考案した｡これらにより,目的酵素のより大量かつ簡便な調製が可能となった｡
3.PSeudomonassp.YLのL-CPAデハロゲナ-ゼあるいはPseudomonaSPutidalO9′のL-CPAデハロ
ゲナ-ゼの酸性アミノ酸,アルギニン,チロシン,ヒスチジン残基などに対して化学修飾を行ない,これ
らに強度の失活が生じることを明らかにし,触媒機能に対するこれらアミノ酸残基の関与を指摘した｡
4.高度に保存されているアミノ酸残基37個のすべてに対して部位特異的変異を導入した計65個の変異酵
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素のうち,AsplO,Asp180,Asn177,Arg41,Lys151,Thr14,Ser175,およびTyr157に強度の失活が
生じることを明らかにし,変異酵素のKmや kcatなどに基づき,AsplOないしはAsp180が反応に関与
していることを見出した｡
以上要するに本論文は,土壌から単離した直鎖あるいは芳香族系有機ハロゲン化合物分解菌が有する脱
ハロゲン化酵素について,その基質特異性や耐熱性などの特性を明らかにし,酵素の触媒部位を明確にす
ることにより,1次構造と触媒機能や活性との関係について知見を得るとともに,酵素の大量かつ簡便な
精製法を提案したもので,学術上,実際上寄与するところが少なくな一い｡よって,本論文は博士 (工学)
の学位論文として価値あるものと認める｡
また,平成9年 2月24日,論文内容とそれに関連した事項について試問を行なった結果,合格と認めた｡
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